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要旨 
多能性幹細胞は、組織分化・発生研究、薬剤のスクリーニング、希少疾患の
病態解明、幹細胞を用いた再生医療において有望なツールである。本研究では、
血清及びフィーダー細胞等を除いた環境下で、4 つの低分子化合物、CHIR99021 
(GSK-3β 阻害薬)、 cyclopamine (Hh シグナル阻害剤)、 SAG (Hh シグナル活性化
剤) 及び TH (ヘリオキサンチン誘導体)を段階的に用いることで、多能性幹細胞
であるマウス胚性幹細胞 (マウスES細胞)、マウス人工多能性幹細胞 (マウス iPS
細胞)、ヒト人工多能性幹細胞 (ヒト iPS 細胞)から中胚葉を経由し、骨芽細胞を
分化させる高効率かつ大量に採取可能な方法を開発した。さらに、骨形成に必
須の転写因子である、Runx2 を欠失させたマウス ES 細胞に本手法を用いた場合、
Runx2 ノックアウトマウスの表現型を一部模倣したことから、本手法は、骨芽細
胞分化の生理的な過程を投影している可能性が示唆された。本研究は、骨の発
生学、骨関連疾患の病態解明及び個別化医療、さらには骨の再生医療の進歩へ
の足掛かりになる一つの方法を提案するものである。 
  
6 
 
序文 
 多能性幹細胞は、成体を構成する全ての細胞に分化できる能力 (多能性)とほ
ぼ無限の自己複製能を持つとされ、組織分化・発生研究、治療用薬剤のスクリ
ーニング、希少疾患の病態解明、幹細胞を用いた再生医療において有望な細胞
源である。特に、骨格組織の分化・発生研究においては、骨芽細胞分化の初期
段階にある細胞集団を生体で同定・単離することが困難であることや、マウス
などのモデル個体より採取できる初代細胞の数そのものに限界があるといった
技術的制約が存在する。細胞の単離をしたとしても、目的とする細胞数を獲得
するために生体外 (in vitro 環境)で長期継代培養した細胞が、骨芽細胞の形質を
保持しているかという点においても疑問が残る。不死化された細胞株を用いれ
ば細胞数に関する技術的制約は解決されるが、これらが本来の形質を保持して
いるかについては疑問が残り、生理的な状態を反映しているとは言い難い。 
最近、プロテオーム、転写ネットワーク、及びエピゲノムに関する大規模デ
ータを利用して組織の分化や発生を理解しようという試みが盛んである。これ
らの解析を正確に行うためには、生体を反映した形で、目的とする細胞を大量
に獲得する必要があるが、骨格組織においては上述の理由により困難である。
すなわち、この点において、多能性及び自己複製能を持つ多能性幹細胞は有望
な細胞源となりうる。多能性幹細胞から生体を反映した形で骨芽細胞を分化さ
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せるプロトコールを開発すれば、細胞数の限界や目的とする細胞集団を単離す
ることなどの技術的制約を一部解決することができる可能性を持つ。 
これまでに、マウス ES 細胞やマウス iPS 細胞などの多能性幹細胞から骨芽細
胞へ分化させる方法がいくつか報告されている 1-9。しかしながら、これらの多
くは、血清やフィーダー細胞を使用しており、シグナル因子の組換えタンパク
質や遺伝子導入法と胚様体形成を組み合わせることで分化を誘導している。さ
らに、これら過去の手法が生理的な分化過程を模倣しているかは不明であり、
誘導効率に関しても低いかもしくは調査されていない。 
組織発生研究のみならず多能性幹細胞を用いた再生医療を目指す際の技術的
要件として、血清やフィーダー細胞などに含まれている未知の成分を極力排除
することが求められる。また、従来から用いられてきた遺伝子導入による分化
誘導の効率は、ベクターの遺伝子導入効率に大きく依存する。誘導できたとし
ても遺伝子導入が骨芽細胞の生理的な発生過程を模倣していない可能性がある
ため、発生学研究のツールとしては用いにくい。加えて、ゲノムへの挿入によ
る変異のリスクが考えられるために、安全性という観点においても問題が存在
する。組換えタンパク質に関しては、多能性幹細胞の組織誘導において骨芽細
胞に限らず他の組織誘導でも一般的に用いられているが、分解あるいは翻訳後
修飾による生理活性の低下の問題があり、取り扱いや保存法に注意を要する。
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さらに、大腸菌もしくは哺乳類細胞より作成されるため、大量生産が困難であ
り、高コストであることに加え、ロット間で差異が現れる可能性がある。これ
らの問題の解決策の一つは、安定性が高く、低コストである低分子化合物を用
いて、多能性幹細胞の維持から目的組織への分化までを行うことであると考え
られる。 
 2008 年に Ying らによって、mitogen-activated protein kinase (MEK)阻害薬であ
る PD0325901 (以下 PD03)及び glycogen synthase kinase 3 (GSK3)阻害薬である
CHIR99021 (以下 CHIR)の 2 つの阻害薬 (以下 2i)を用いることで、マウス ES 細
胞の基底状態が維持されることが報告された 10。CHIR は、他の GSK3 阻害薬に
比べ特異的な阻害剤であると報告されており、GSK3β を阻害することで
β-catenin の分解を抑制し、古典的 Wnt シグナルを活性化する 11。古典的 Wnt シ
グナルは、多能性の維持のみならず分化の開始にも関与し、特に、多能性幹細
胞の中胚葉への運命決定において重要な役割を担っていることが知られている
12,13。 
 中胚葉由来の骨格形成において、外側中胚葉もしくは沿軸中胚葉に由来する
骨格前駆細胞が、骨芽細胞や軟骨細胞へ分化することが知られている 14。骨芽細
胞分化のプロセスにおいて、Hedgehog シグナル (以下 Hh)は、骨格系のすべて
の細胞になる能力をもつ骨格系前駆細胞から骨芽前駆細胞への運命決定機構に
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関与する。特に骨形成に必須の転写因子である、runt-related transcription factor 2 
(Runx2)の発現に関与し、通常の骨芽細胞の発生・分化にとって必須なシグナル
であることが知られている 15-17。Hh シグナル伝達経路の初期段階では Hh タン
パクが膜貫通型受容体 Patched と結合することによって、膜貫通型蛋白
Smoothened (SMO)が活性化する 18。低分子化合物である Smoothened Agonist 
(SAG)は強力な SMO 作動薬であり、Hh シグナルを活性化することで知られてい
る 19。Hojo らは、Hh の刺激は、Hh シグナル伝達経路の下流で働く転写因子で
ある Gli の活性型を介して初期の骨芽細胞分化を促進することを報告した 17。
SAG による刺激は間葉系細胞において、骨芽細胞初期分化マーカーの発現を促
進したものの、成熟骨芽細胞の分化を誘導することができないことも同時に報
告されている。一方、Ohba らは、Hh シグナル同様に骨芽細胞分化に重要な役割
を持つ BMP シグナル依存的に、骨芽細胞分化の中期から後期段階にかけて作用
する低分子化合物としてヘリオキサンチン誘導体 (TH)を発見した 20。最近、
Maeda らによって、SAG 及び TH の組み合わせによって骨髄間葉系幹細胞や間
葉系細胞株が骨芽細胞分化を促進することが報告された 21。すなわち、SAG 及
び TH の組み合わせを用いることにより、中胚葉系の細胞は骨芽細胞へ分化する
可能性が示唆された。 
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 これらの背景を踏まえ、本研究では、骨格組織の分化・発生研究と骨再生医
療への応用を視野に入れた、多能性幹細胞から骨芽細胞への新しい分化系の開
発を目指した。従来の分化誘導法が有する問題点を解決するため、安定かつ低
コストな低分子化合物の使用に着目した。既知の成分のみを含んだ培養条件下 
(無血清、無フィーダー)で、多能性幹細胞の維持あるいは骨芽細胞分化に関わる
各シグナル (図 1)を活性化/阻害する低分子化合物を段階的に用いることで、多
能性幹細胞の維持から中胚葉分化、引き続く骨芽細胞分化を誘導できるのでは
ないかという仮説を立てた。具体的には、MEK 阻害剤及び GSK 阻害剤を用い
た 2i 培養法にて多能性幹細胞を基底状態で維持し、Wnt シグナルの活性化剤で
あるGSK阻害剤及び 1-2-4の項で示すHhシグナル阻害剤によって外胚葉誘導を
阻害しながら中胚葉誘導し、Hh シグナルの活性化及び BMP シグナルによる骨
芽細胞分化の効果を強めることで、多能性幹細胞の中胚葉誘導、骨芽細胞分化
を段階的に行うことを目標とした。 
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図 1：骨芽細胞分化誘導に用いる、段階的シグナル活性化及び阻害の模式図 
MEK阻害剤及びGSK阻害剤を用いた 2i培養法にて多能性を維持されている
マウス ES 細胞に、Wnt シグナルを活性化する GSK 阻害剤及び外胚葉分化を
阻害する Hh シグナルの阻害を行うことで、効率的な中胚葉分化を誘導し、
Hh シグナルの活性化及び BMP シグナルの効果を助長することで、骨芽細胞
分化を誘導する。 
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第 1 章 マウス ES 細胞を用いた中胚葉誘導及び骨芽細胞誘導の最適化 
背景と目的 
 骨格系の骨芽細胞は中胚葉に由来する。細胞内シグナルを中胚葉分化、骨芽
細胞分化にそれぞれ適切 (十分)な状態に調整することにより、多能性幹細胞か
ら中胚葉、骨芽細胞へと段階的に誘導できるのではないかという仮説を立てた。
そこで本章では、細胞内シグナル調節活性を有する数種の低分子化合物を用い
て、マウス ES 細胞から無血清培地下で中胚葉及び骨芽細胞を段階的に誘導する
プロトコールの最適化をすることを目的とした。 
 
1-1 材料と方法 
1-1-1 細胞培養 
1-1-1A マウス ES 細胞の培養及び未分化性維持 
 本研究に用いたマウス ES 細胞 (2.3kb Col1a1-GFP マウス ES 細胞)は、東京大
学大学院工学系研究科バイオエンジニアリング専攻大庭伸介特任准教授より供
与された 22。マウス ES 細胞は、Ying らが過去に報告した 2i 培養法に従い、ゼ
ラチンコートディッシュ上で培養した。2i 培養法に用いる基本培地 (2i 培地)は、
DMEM high glucose/F-12 (Gibco)及び neurobasal medium (Gibco)を 1:1 に調整した
のち、抗生剤、0.5x N2 supplement (Gibco)、0.5x B27 supplement (Gibco)及び 50 
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μg/mL BSA fraction V、純度 98％以上 (Sigma-Aldrich)を加えて作製した。2i 培地
に、1 μM PD0325901 (Wako)及び 3 μM CHIR99021 (Wako もしくは Axon)、103 
units/mL 白血病阻止因子 (Leukemia inhibitory factor-LIF; Millipore)を用事添加し
た培地中、37℃ 5% CO2 の環境で培養することで、未分化性を維持しながらマ
ウス ES 細胞を継代培養した 10。継代に際しては Accutase (ICT, AT104)による分
離を行い、細胞を回収した。継代は 2、3 日に 1 度、1:5～1:10 の継代比率で行っ
た。 
 
1-1-1B CHIR99021の曝露による中胚葉誘導効果の検討 (結果1-2-1の項と関連) 
 マウス ES 細胞をゼラチンコートした 6 ウェルプレートに 100,000 cells/cm2と
なるように播種し、1-1-1 の項で示した CHIR99021、PD0325901 及び LIF を含む
2i 培地にて 24 時間培養した。PBS を用いて細胞を洗浄した後、RNA を回収し誘
導前 (Day 0)のサンプルとした。2i 培地に、3 μM、9 μM、15 μM、30 μM の
CHIR99021 (Wako もしくは Axon)を加え、5 日間培養したものを CHIR99021 曝
露群とし、溶媒である DMSO を同量加え 2i 培地にて 5 日間培養したものを非曝
露群とした。培地交換は毎日行った。 
 
1-1-1C CHIR99021 による中胚葉誘導後、SAG と TH の同時曝露による骨芽細
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胞分化誘導効果の検討 (結果 1-2-2 の項と関連) 
 マウス ES 細胞の播種及び多能性維持は 1-1-1B と同様の条件で行った。PBS
による細胞の洗浄の後、2i 培地に 30 μM の CHIR99021 を加えて、さらに 5 日間
培養することで中胚葉誘導を行った。中胚葉誘導後、細胞を PBS で洗浄し、2i
培地に 50 μg/mL アスコルビン酸 2 リン酸 (AsAP; Sigma-Aldrich)、10 mM β-グリ
セロリン酸 (β-GP; Sigma-Aldrich)、0.1 μM デキサメタゾン (Dex; Wako)、1 μM 
SAG (Calbiochem)及び 1 μM TH (武田薬品工業より供与)を添加した培地中で、さ
らに 14日間培養した (SAG及び TH同時曝露群)。中胚葉誘導を同様に行い、SAG
と TH の代わりにそれらの溶媒である DMSO を同量添加し、14 日間培養した群
を薬剤非曝露群とした。培地交換は毎日行った。 
 
1-1-1D 中胚葉誘導期間が中胚葉分化マーカー遺伝子及び骨芽細胞分化マーカ
ー遺伝子の発現に与える影響の検討 (結果 1-2-4 の項と関連) 
 マウス ES 細胞の播種及び多能性維持は 1-1-1B と同様の条件で行った。
CHIR99021、PD0325901 及び LIF を含む 2i 培地にて 24 時間培養し、PBS による
洗浄後に、RNA を回収したものを誘導前 (Day 0)サンプルとした。2i 培地に、
30 μM CHIR99021 を加え 5 日間培養したものを 5 日 CHIR 曝露群、7 日間培養し
たものを 7 日 CHIR 曝露群とした。さらに、5 日曝露群及び 7 日 CHIR 曝露群に
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対し、1-1-1C で示した SAG 及び TH 同時曝露した骨芽細胞誘導条件で 14 日間培
養したものをそれぞれ 5+14 日培養群及び 7 日 CHIR+14 日培養群とした。培地
交換は毎日行った。 
 
1-1-1E Cyclopamine及びCHIR99021の同時曝露による外胚葉分化阻害と骨芽細
胞分化促進効果に関する検討 (結果 1-2-4 の項と関連) 
 マウス ES 細胞の播種及び多能性維持は 1-1-1B と同様の条件で行った。PBS
による細胞の洗浄後、30 μM の CHIR99021 を含む 2i 培地に、さらに 5 μM 
cyclopamine (Cyc; Enzo Life Sciences)を添加して 5 日間培養した群を Cyc 曝露群、
溶媒である DMSO を添加した群を Cyc 非曝露群とした。それぞれに対し、1-1-1C
で示した SAG 及び TH 同時曝露した骨芽細胞誘導条件で 14 日間培養した。 
 
1-1-2 Real-time PCR 
 ISOGEN (ニッポンジーン)及び RNeasy Mini Kit (QIAGEN)を用いて培養細胞よ
り全 RNA を回収した。ReverTra Ace® qPCR RT Master Mix kit (TOYOBO)を用い
て、回収 RNA の 1 μg を逆転写反応させ一本鎖 cDNA を合成した。反応条件は
55 ℃ 15 分、99 ℃ 5 分とした。Real time PCR は 7500 Fast Real-Time PCR System 
(Applied Biosystems)を用いて行った。反応液は FastStart Universal SYBR Green 
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Master kit (Roche)、0.3 μM プライマー及び 1 μL cDNA 溶液からなり、反応条件
は 94 ℃ 10 秒、60 ℃ 30 秒で 40 サイクルとした。内在性コントロールとして
Actb 遺伝子を用い mRNA 発現量を補正し 2-⊿Ctを算出したのち、コントロールサ
ンプルの相対的発現量を 1 X とした場合の相対的発現量を示した。各 PCR 反応
は 2 回試行し、平均±標準誤差として表記した。解析に使用したプライマーの配
列を表 1 に示す。 
 
1-1-3 統計学的解析 
 2 群間の平均値の検定に、独立 t 検定を用いた。  
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表 1 本研究で使用したプライマーの配列 (RT-PCR, マウス用) 
 
Gene Primer sequences (forward and reverse, 5'-3') 
Actb 
TTGCTGACAGGATGCAGAAG 
ACATCTGCTGGAAGGTGGAC 
Pou5f1 
CACGAGTGGAAAGCAACTCA 
AGATGGTGGTCTGGCTGAAC 
Nanog 
AAGTACCTCAGCCTCCAGCA 
GTGCTGAGCCCTTCTGAATC 
Sox2 
CACAACTCGGAGATCAGCAA 
CCGGGAAGCGTGTACTTATC 
Sox1 
CACAACTCGGAGATCAGCAA 
GTCCTTCTTGAGCAGCGTCT 
Sox17 
TAAAGGTGAAAGGCGAGGTG 
GCTTCTCTGCCAAGGTCAAC 
Gata4 
CAGCAGCAGTGAAGAGATGC 
GCGATGTCTGAGTGACAGGA 
T 
GAACCTCGGATTCACATCGT 
TTCTTTGGCATCAAGGAAGG 
Mixl1 
CGACAGACCATGTACCCAGA 
AGGGCAATGGAGGAAAACTC 
Runx2 
CCCAGCCACCTTTACCTACA 
TATGGAGTGCTGCTGGTCTG 
Sp7 
ACTCATCCCTATGGCTCGTG 
GGTAGGGAGCTGGGTTAAGG 
Col1a1 
CACCCTCAAGAGCCTGAGTC 
GTTCGGGCTGATGTACCAGT 
Ibsp 
CAGAGGAGGCAAGCGTCACT 
CTGTCTGGGTGCCAACACTG 
Bglap 
AAGCAGGAGGGCAATAAGGT 
TTTGTAGGCGGTCTTCAAGC 
Dermo1 
ACAGTCTGGGCACCAGTGAG 
CTGCAGCTCCTCGAAAGACT 
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1-2 結果 
1-2-1 CHIR99021 の曝露による中胚葉誘導効果の検討 
 多能性幹細胞の中胚葉分化への運命決定には、古典的 Wnt シグナルの活性化
が重要な役割を担っていることが知られている 12,13。GSK3β を阻害することで
β-catenin の分解を抑制し、古典的 Wnt シグナルを活性化する CHIR99021 (以下
CHIR)
11を中胚葉誘導性低分子化合物とした際の、効果の検討及び濃度の最適化
を行った。 
 3 μM、9 μM、15 μM、30 μM の濃度の CHIR と共に、マウス ES 細胞をマウス
ES 細胞維持培地にて 5 日間培養した。中胚葉分化マーカー遺伝子である T 及び
Mixl1 は、誘導前 (Day 0)や非曝露群と比べ、CHIR の濃度依存的に上昇し、多能
性マーカー遺伝子である Nanog、Pou5f1 及び Sox2 は、誘導前 (Day 0)に比べ、5
日目に高濃度の CHIR 群で減少した (図 2)。この CHIR の濃度依存的な T 及び
Mixl1 の発現上昇、ならびに Nanog、Pou5f1 及び Sox2 の発現減少の相関は、高
濃度 CHIR による中胚葉誘導の促進及び多能性の減少を示唆した。 
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1-2-2 CHIR による中胚葉誘導後、SAG と TH の同時曝露による骨芽細胞分化誘
導効果の検討 
 過去の報告より、初期の骨芽細胞分化を促進する低分子化合物である SAG 及
び骨芽細胞分化の後期段階を促進する低分子化合物 TH を同時曝露することで、
間葉系細胞の骨芽細胞分化が促進することが明らかとなっている 20,21,23。そのた
め、マウス ES 細胞を 30 μM CHIR と共にマウス ES 細胞維持培地にて 5 日間培
養することで中胚葉誘導を行ったのち、SAG 及び TH を 14 日間同時曝露するこ
とで骨芽細胞が誘導されるかを検討した。薬剤非曝露群と比べ、SAG 及び TH
の 14 日間同時曝露群は骨芽細胞分化マーカー遺伝子である Runx2、Sp7 及び Ibsp
の遺伝子発現が上昇させた (図 3)。このことから、2i 培養法にて多能性を維持
されたマウス ES 細胞は CHIR によって中胚葉に誘導され、その後 SAG 及び TH
の同時曝露によって骨芽細胞に分化することが示唆された。  
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1-2-3 中胚葉誘導期間が中胚葉分化マーカー遺伝子及び骨芽細胞分化マーカー
遺伝子の発現に与える影響の検討 
 中胚葉誘導の期間を延長することで、中胚葉誘導とそれに引き続く骨芽細胞
分化誘導の効率が上がるか、マウス ES 細胞に 30 μM CHIR を 5 日間もしくは 7
日間曝露した群で比較した。5 日間 CHIR 曝露群は、7 日間 CHIR 曝露群に比べ、
中胚葉分化マーカー遺伝子である T の発現が高かった (図 4a)。さらにその後、
両群に SAG 及び THを 14 日間曝露した場合、5 日間 CHIR 曝露群で 7 日間 CHIR
曝露群と比べ、骨芽細胞分化マーカー遺伝子である Runx2、Sp7 及び Ibsp の遺伝
子発現が高いことが分かった (図 4b)。つまり、中胚葉分化マーカー遺伝子であ
る Tの発現と引き続く骨芽細胞分化マーカー遺伝子の発現は相関していること、
そして 5 日間の 30 μM CHIR 曝露が骨分化誘導に最適であることが示唆された。  
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1-2-4 Cyclopamine及びCHIRの同時曝露による外胚葉分化阻害と骨芽細胞分化
促進効果に関する検討 
 Hh シグナルが神経外胚葉への運命決定、特に神経管の腹側化、運動神経など
の特定の神経分化において重要な役割を果たすことが過去に報告されており 24、
さらに Hh の組換えタンパクや SAG は多能性幹細胞のドーパミン神経分化に用
いられている 25。さらに、2i 培養法で維持された ES 細胞は、中胚葉系より外胚
葉系に分化しやすいことが報告されている 26。そのため、中胚葉誘導期に Hh シ
グナルの阻害による外胚葉分化を抑えることで、効率的な中胚葉誘導および引
き続く骨芽細胞分化誘導を行うことができるのではないかと考えた。2i 培養法
にて維持されているマウス ES 細胞に、Hh シグナル阻害薬である 5 μM 
cyclopamine (以下 Cyc)と CHIR と同時に曝露した群と Cyc 非曝露群 (CHIR 単独
曝露)において、培養 5 日目 (Day 5)での外胚葉マーカー遺伝子 (Sox1)の相対的
遺伝子発現量を比較した。Cyc 非曝露群 (CHIR 単独曝露)に比べ、CHIR 及び Cyc
同時曝露群では、外胚葉マーカー遺伝子である Sox1 の発現抑制が認められた 
(図 5a)。さらに、CHIR 単独曝露後に SAG 及び TH の曝露を行った群に比べ、
CHIR 及び Cyc 同時曝露後に SAG 及び TH の曝露を行った群において、骨芽細
胞分化マーカー遺伝子である Runx2、Sp7 及び Ibsp の遺伝子発現が高いことが分
かった (図 5b)。このことから、中胚葉誘導期に Cyc を曝露することで外胚葉の
分化が抑制され、引き続く骨芽細胞分化も促進することが示唆された。過去の
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報告から、Cyc は Hh シグナルを阻害するにもかかわらず、SMO の一次繊毛に
おける移行を誘導することが Wang らによって報告されている 27。本誘導におい
ては、Cyc によって SMO が一次繊毛において蓄積したため、引き続く SAG の
効果を増幅し、骨芽細胞誘導効率を上げた可能性も考えられる。図 5c にこれま
でに有効性が確認された化合物による骨芽細胞分化誘導の方法の略図を示す。 
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1-3 小括 
 マウス ES 細胞に 3 種類の低分子化合物 CHIR、SAG 及び TH を段階的に曝露
することにより、無血清培地下で、多能性幹細胞から中胚葉を介し、骨芽細胞
へ分化させることが可能であり、中胚葉誘導期に Cyc を用いることで骨芽細胞
誘導効率は促進する。  
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図 2：CHIR99021 の中胚葉誘導効果及び多能性抑制効果 
2i 培養法にて維持されているマウス ES 細胞の誘導開始前 (Day 0)、CHIR 非
曝露にて 5 日間培養した群、及び CHIR99021 (CHIR)を異なる濃度 (3 μM、9 
μM、15 μM、30 μM) で 5 日間曝露した群における、中胚葉マーカー (T 及び
Mixl1)及び多能性マーカー (Nanog、Pou5f1 及び Sox2)の相対的遺伝子発現量
の比較を示す。n=3、mean±S.E.M. *P < 0.05 vs. day 0 
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図 3：SAG及び THの骨芽細胞誘導効果 
2i 培養法にて維持されているマウス ES 細胞に 30 μM CHIR99021 を 5 日間曝
露し中胚葉を誘導した後、薬剤非曝露にて 14 日間培養した群及び 1 μM SAG
及び 1 μM TH を 14 日間同時曝露した群における骨芽細胞マーカー (Runx2、
Sp7 及び Ibsp)の相対的遺伝子発現の比較を示す。n=4、mean±S.E.M. 
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図 4：CHIRによる中胚葉誘導期間の最適化 
(a) 2i培養法にて維持されているマウス ES細胞に CHIR99021を 5日間曝露し
た群と 7 日間曝露した群と誘導前における、中胚葉マーカー (T)の相対的遺
伝子発現量の比較をしめす。n=4、mean±S.E.M. 
(b) CHIR を 5 日間曝露した群と 7 日間曝露した群それぞれに 1 μM SAG 及び
1 μM TH を 14 日間同時曝露した場合の骨芽細胞マーカー (Runx2、Sp7 及び
Ibsp)の相対的遺伝子発現量の比較をしめす。n=4、mean±S.E.M. 
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図 5：Cyclopamine (Cyc)による外胚葉分化抑制効果及び骨芽細胞誘導促進効
果 
(a) 2i 培養法にて維持されているマウス ES 細胞に CHIR を 5 日間曝露してい
る環境下で、5 μM Cyc の非曝露群 (CHIR 単独曝露)及び曝露群 (CHIR 及び
Cyc同時曝露)における 5日目での外胚葉マーカー (Sox1)の相対的遺伝子発現
量の比較を示す。n=4、mean±S.E.M. 
(b) 30 μM CHIRの 5日間曝露による中胚葉誘導下で、Cyc非曝露群と 5 μM Cyc
の 5 日間曝露群を行った後、両群に 1 μM SAG 及び 1 μM TH を 14 日間同時曝
露した場合の骨芽細胞マーカー (Runx2、Sp7 及び Ibsp)の相対的遺伝子発現量
の比較を示す。n=4、mean±S.E.M. 
(c) 有効性が示された低分子化合物を用いた骨芽細胞分化誘導法の略図 
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第 2 章 マウス ES 細胞を用いた骨芽細胞分化誘導法の検証 
背景と目的 
 骨芽細胞は、骨芽細胞関連遺伝子・タンパクの発現及び骨基質の石灰化とい
う 2 つの生理的な特徴を持つ。そこで本章では、前章で開発した骨芽細胞分化
誘導法によりマウス ES 細胞から作製した細胞を、上記の骨芽細胞の生理的な特
徴に基づいて検証することを目的とした。その際、従来の方法と比較し効率的
な分化誘導を達成できるか、生理的な骨芽細胞分化過程を一部模倣しているか
という点に着目した。 
 
2-1 材料と方法 
2-1-1 細胞培養 
2-1-1A マウス ES 細胞の培養及び未分化性維持 
 本研究に用いたマウス ES 細胞 (2.3kb Col1a1-GFP マウス ES 細胞)は、バイオ
エンジニアリング専攻大庭伸介准教授より供与され (1-1-1 の項を参照)、Runx2-/-
マウス ES 細胞は Imperial Cancer Research Fund Dr. M. Owen より供与された。
1-1-1A で記載した方法と同様に 2i 培養法の馴化、培養を行った。 
 
2-1-1B マウス ES 細胞の中胚葉誘導及び骨芽細胞分化 
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 ゼラチンコートした 6 ウェルプレートに、マウス ES 細胞を 100,000 cells/cm2
となるように播種し、1-1-1 の項で示した CHIR99021、PD0325901 及び LIF を含
む 2i 培地にて 24 時間培養した。中胚葉誘導は、PBS による洗浄後、30 μM 
CHIR99021 及び 5 μM cyclopamine を添加した 2i 培地で 5 日間培養することで行
った。引き続く骨芽細胞分化誘導では、1-1-1C で示した 2i 培地に 50 μg/mL AsAP、
10 mM β-GP 及び 0.1 μM Dex、1 μM SAG、1 μM TH を添加し、14 日間培養した。
成熟骨芽細胞分化誘導には、AsAP、β-GP、及び Dex を添加した 2i 培地で 4 日
間培養した。培地交換は毎日行った。 
 
初代骨芽細胞の単離及び培養 
 マウス頭蓋骨初代細胞は Ogata らの方法により採取した 28。採取後、10%ウシ
胎仔血清 (Fetal bovine serum-FBS; Sigma-Aldrich)と抗生剤を含む α-MEM 培地 
(Sigma-Aldrich)中にて 37℃ 5% CO2 で 7 日培養した細胞を in vitro 培養環境にお
ける初代骨芽細胞とし、培養を介さないものを in vitro 培養を介さずに回収した
初代骨芽細胞とした。それぞれに対し RNA を抽出した。 
 
従来の骨芽細胞誘導法 
 2i に馴化した 2.3kb Col1a1-GFP マウス ES 細胞を用い、Kawaguchi らの報告に
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準じて誘導を行った 5。 
 
2-1-2 Real-time PCR 
1-1-2 で記載した方法と同様に行った。 
 
2-1-3 細胞免疫染色及びマーカー陽性細胞の定量 
 4%パラホルムアルデヒド (PFA)で固定 (室温 20 分)した細胞塊をランダムに
採取し、OCT コンパウンドに包埋した。凍結ミクロトームにて凍結切片を作製
し、免疫染色を行った。RUNX2、SP7 及び GFP の同時染色には rabbit IgG Labeling 
Kit Zenon®を用いた。免疫染色に際しては、まず 0.1% TritonX-100/PBS (PBST)
で 5 分間、3 回洗浄した。次にブロッキング溶液 (3% BSA (Sigma) +1% heat 
inactivated sheep serum (Sigma) in PBST)で 1 時間反応させた後、一次抗体として
rabbit anti-RUNX2 (Santa Cruz Biotechnology, 1:50)を 4 ℃で一晩反応させた。翌日、
PBST で 5 分、3 回洗浄した後、2 次抗体 (Anti-rabbit (IgG) Alexa Fluor 546 
(Invitrogen, 1:500))を室温で 1 時間反応させた。その後、GFP の免疫染色には、
rabbit IgG Labeling Kit Zenon® Alexa Fluor® 488 (Invitrogen, Z25302) を用い、SP7
の免疫染色には、rabbit IgG Labeling Kit Zenon® Alexa Fluor® 647 (Invitrogen, 
Z25308)を用い、抗体の蛍光ラべリングを行い、室温で 2 時間反応させた。PBST
31 
 
で 5分、3回洗浄した後、VECTASHIELD Mounting Medium containing DAPI (Vector 
Laboratories)にて核染色を行った。OCT4、NANOG 及び SOX2 の免疫染色には、
連続切片を使用し、同様の方法で洗浄、一次抗体を反応させた。一次抗体には、
rabbit anti-OCT4 (Santa Cruz Biotechnology, 1:200)、 rabbit anti-NANOG (ReproCELL, 
1:500)、rabbit anti-SOX2 (Millipore, 1:200)を併記した濃度に希釈し用いた。洗浄
した後、2 次抗体 (Anti-rabbit (IgG) Alexa Fluor 546 (Invitrogen, 1:500))を室温で 1
時間反応させ、洗浄した後、同様に DAPI にて核染色を行った。画像の取得及び
解析には、 BIOZERO-9000 (KEYENCE) 及び BZ Analyzer Software (KEYENCE)
を用いた。 
 細胞塊における骨芽細胞マーカータンパク発現細胞の割合の算出には、ImageJ 
(http://rsb.info.nih.gov/ij/) 及 び ITCN (image-based tool for counting nuclei) 
(http://www.bioimage.ucsb.edu/downloads/automatic-nuclei-counter-plug-in-for-imagej
) software を用い、DAPI 陽性細胞及び骨芽細胞マーカータンパク発現細胞の細胞
数をカウントし、割合を算出した。画像は、3 回の独立した培養から、ランダム
に 10 視野の画像を取得し、合計 5000 個以上の DAPI陽性細胞から算出した。 
 
2-1-4 von Kossa 染色及び Alizarin red 染色 
von Kossa 染色 
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 100%エタノールにて、ディッシュ上の細胞を固定後、5% 硝酸銀 (Wako)水溶
液中で 10 分間紫外線を照射して染色した。5 分間の流水洗浄後、5% チオ硫酸
ナトリウム (Wako)溶液で 5 分間処理することで還元・定着を行い、水洗した。 
Alizarin red 染色 
 Osteogenesis Assay Kit (Millipore)を用い、プロトコールに従い染色及び定量を
行った 29。 
 
2-1-5 統計学的解析 
 1-1-3 で記載した方法と同様に行った。 
 
2-2 結果 
2-2-1 本誘導法による多能性期、中胚葉期、骨芽細胞期の遺伝子変化の検証 
 図 5c に示した骨芽細胞誘導法が多能性期、中胚葉期、骨芽細胞期の各ステー
ジにおいてどのような遺伝子変化をするかを検討すると共に、さらに本法で誘
導された骨芽細胞マーカー遺伝子の遺伝子発現量を初代骨芽細胞のものと比較
した。多能性マーカー遺伝子である Nanog、Pou5f1 及び Sox2 は、Day 0 で最も
高く、中胚葉誘導期 (Day 5)、骨芽細胞期 (Day 19)と分化が進むにつれ減少する 
(図 6a)。また、中胚葉マーカー遺伝子である T 及び Mixl1 は、Day 0 では発現が
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低いものの、中胚葉期である Day 5 で有意に上昇し、Day 19 では発現が減少す
る (図 6b)。一方、外胚葉マーカー遺伝子である Sox1、内胚葉マーカー遺伝子で
ある Sox17 及び Gata4 は培養期間中大きな変動はなく、有意な上昇等は認めな
かった (図 6b)。これらの結果は、本方法が多能性幹細胞を中胚葉細胞に特異的
に誘導していることを示唆している。骨芽細胞マーカー遺伝子については、Day 
19 までに Runx2、Sp7、Col1a1 及び Ibsp が Day 0 に比較してそれぞれ 128 倍、91
倍、7680 倍、147300 倍の発現上昇をみとめた。しかし、成熟骨芽細胞のマーカ
ー遺伝子である Bglap は Day 19 までに上昇を認めず、その後 4 日間 SAG 及び
TH を除いた環境で培養した場合 (Day 23)に 145 倍の発現上昇を認めた。骨芽細
胞マーカー遺伝子である Runx2、Sp7、Col1a1、Ibsp 及び Bglap の遺伝子発現レ
ベルを初代骨芽細胞における発現レベルと比較した場合、本法にて誘導した細
胞では、in vitro 培養環境における初代骨芽細胞と同等ないし、高い遺伝子発現
となった (図 6c)。一方、in vitro 培養を介さずに回収した初代骨芽細胞と比較し
た場合、骨基質関連遺伝子である Col1a1、Ibsp 及び Bglap は、本法にて誘導し
た細胞は低い値となったが、骨芽細胞関連転写因子である Runx2 及び Sp7 は同
等の遺伝子発現量であった (図 6d)。この結果から、骨基質関連遺伝子の発現に
は改善が求められるものの、骨芽細胞関連転写因子に関しては、生体に存在す
る骨芽細胞に匹敵する高い発現が認められたことより、本方法は骨芽細胞を誘
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導する有効な手法であることが示唆された。 
 さらに、骨芽細胞特異的に GFP の蛍光発現が認められる 2.3kb Col1a1-GFP マ
ウス ES 細胞を用いることで、誘導された骨芽細胞の可視化を試みた。2.3kb 
Col1a1 はプロモーター解析により骨芽細胞特異的に反応する領域として同定さ
れたプロモーター断片であり、2.3kb Col1a1-GFP マウス ES 細胞を用いることで、
骨芽細胞分化をモニターすることが可能である 22。図 6e にこれまでに確立した
誘導ストラテジー、細胞の位相差コントラスト像及び Day 19、Day 23 における
GFP の蛍光像を示す。誘導開始前 (Day 0)には、2i 培養法に特徴的な小さいコロ
ニーを示し、CHIR 及び Cyc により 5 日間誘導した場合 (Day 5)、円形の辺縁粗
なコロニーを示す。中胚葉誘導後、SAG 及び TH を同時曝露し、14 日間培養し
た場合 (Day 19)、コロニーの巨大化を認め、さらにコロニーにおいて 2.3kb 
Col1a1-GFP の発現 (緑色蛍光)を認めた。また、Day 23 においても同様に 2.3kb 
Col1a1-GFP の発現は確認された (図 6e)。2.3kb Col1a1 は骨芽細胞特異的に発現
することから、Day 19 及び Day 23 において、骨芽細胞への分化が誘導されてい
ることが確認された。 
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2-2-2 従来の骨芽細胞誘導法との比較 
 今回の方法が、これまでに Kawaguchi らが報告している一般的な骨芽細胞分
化誘導法と比較し 5、どれほど有効な誘導法であるかを確認した。Kawaguchi ら
の方法において 2.3kb Col1a1-GFPマウスES細胞を用いた場合、2.3kb Col1a1-GFP
の発現、誘導前と比較した場合の骨芽細胞マーカー遺伝子の上昇は確認できた。
しかしながら、骨芽細胞マーカー遺伝子 (Runx2、Sp7、Col1a1、Ibsp 及び Bglap)
の発現は、本方法で誘導した細胞において有意に高かった。さらに、目的とし
ない系統である内胚葉マーカー遺伝子(Sox17 及び Gata4)は、本方法で誘導した
細胞で有意に低かった。したがって、本方法では、これまでに用いられてきた
方法とは異なり、目的としない胚葉への分化を抑制しつつ、より効率的に骨芽
細胞を誘導できることが分かった (図 7)。これは、我々の方法が胚様体を形成し
ない単層培養による誘導法であるため、目的としない組織への分化が抑えられ
たことが一つの原因と考えられる。 
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2-2-3 誘導期間内の遺伝子変化の挙動の検証 
 誘導期間中の経時的な遺伝子変化を追跡し、骨芽細胞マーカー遺伝子の発現
プロファイルが、遺伝子改変マウスの解析から示された骨芽細胞分化過程のモ
デルを模倣しているかを確認した。図 6 で示した結果と同様に、多能性マーカ
ー遺伝子である Nanog の 5 日目以降での減少、中胚葉マーカー遺伝子である T
の 5日目での一時的な上昇を認めた。骨芽細胞分化マーカー遺伝子については、
骨格系前駆細胞に発現する Dermo1 の 9 日目での発現に引き続いて、骨芽細胞分
化初期マーカー遺伝子である Runx2 の 9 日目以降の上昇を認めた。骨芽細胞分
化中期マーカー遺伝子である Sp7、Col1a1 及び Ibsp の発現は、Runx2 の発現上
昇とほぼ同期して上昇し、培養期間を経るに従って上昇を続けた。成熟骨芽細
胞マーカー遺伝子である Bglap に関しては、先述したとおり Day 19 以降 (SAG
及び TH を除いた環境で 4 日間培養)に急速な発現上昇を認めた (図 8)。この遺
伝子変化プロファイルは、ES 細胞の中胚葉誘導を経て形成された Dermo1 陽性
の骨格系前駆細胞が、Hh シグナルを介して Runx2 陽性骨芽細胞前駆細胞へと分
化し、引き続いて骨芽細胞中期・後期分化へと進むことを示唆しており、Rodda
らによって提唱された骨芽細胞分化のモデルに一致した 30。 
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2-2-5 細胞免疫染色を用いたタンパクの発現の検証と定量 
 2.3kb Col1a1-GFP マウス ES 細胞に 19 日間骨芽細胞分化誘導を行い、作成さ
れた細胞塊における骨芽細胞マーカーのタンパクの発現及び骨芽細胞マーカー
の発現の割合を調べた。細胞塊において骨芽細胞マーカーである RUNX2 及び
SP7 の発現及び GFP 抗体にて標識される 2.3kb-Col1a1 の高い発現を認めた (図
9a)。この免疫染色に基づいて、細胞全体に対する RUNX2、SP7 及び
2.3kb-Col1a1-GFP の発現細胞数の比率を定量したところ、それぞれ、78 ± 3%、
66 ± 5%、45 ± 1%であった (図 9b)。一方、多能性マーカーである OCT4、NANOG
及び SOX2 の発現は低く (図 9c)、発現比率はそれぞれ、2.3 ± 0.6%、1.5 ± 0.7%
及び 9.0 ± 3.1%であった。このことから、前骨芽細胞や骨芽細胞を含む細胞は
高確率で誘導され、多能性マーカーを示す細胞は消失する傾向があったことか
ら、本方法は効率的な骨芽細胞誘導であることが分かった。 
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2-2-6 von Kossa 染色及び Alizarin red 染色を用いた石灰化の検証 
 2.3kb Col1a1-GFPマウスES細胞を用い、誘導 5日目 (Day 5)、誘導 19日目 (Day 
19)、誘導 23 日目 (Day 23)での石灰化を von Kossa 染色及び Alizarin red 染色を用
い評価したところ、Day 19、Day 23 において、一様に石灰化した細胞塊を両染
色において認めた (図 10a, b)。  
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2-2-7 Runx2-/-マウス ES 細胞を用いた検証 
 本方法が骨発生研究に用いることができるツールの一つになりうるかを調べ
るため、Runx2-/-マウス ES 細胞を本方法に従って培養し、過去に報告されている
Runx2
-/-マウスで見られる骨芽細胞分化の異常を模倣するかを調べた。野生型 
(Runx2
+/+
)マウス ES 細胞、Runx2-/-マウス ES 細胞ともに、中胚葉誘導後の中胚葉
マーカー遺伝子である T の一時的な上昇を認めた。しかし、Runx2-/-マウス ES
細胞では野生型細胞と異なり、骨芽細胞誘導後における骨芽細胞マーカー遺伝
子 Sp7 及び Bglap の発現上昇を認めなかった。同じく骨芽細胞マーカー遺伝子で
ある Ibsp は、誘導 19 日目で 212 倍の遺伝子上昇を認めたものの、野生型と比較
すると低い発現レベルであった (図 11a)。さらに、Alizarin red 染色による石灰化
評価おいて、野生型と比較した場合、Runx2-/-マウス ES 細胞では石灰化の程度は
低く、相対的な石灰化の定量値も低いことが明らかとなった (図 11b、c)。これ
らの結果は、過去に報告されている Runx2-/-マウス ES 細胞でみられる骨芽細胞
分化の異常と一致した 31,32。これらの結果と 2-2-3 誘導期間内の遺伝子変化の
挙動に関する結果と併せると、本方法は、生理的な骨芽細胞分化過程を一部模
倣していることが考えられ、骨発生研究に用いることができるツールの一つに
なりうることが示唆された。  
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2-3 小括 
 本方法は、マウス ES 細胞において、骨芽細胞関連遺伝子・タンパクの発現及
び骨基質の石灰化を誘導する。さらに、本方法は、生理的な骨芽細胞分化過程
を一部模倣しており、骨発生研究に用いることができるツールの一つになりう
る。 
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図 6：本誘導法による多能性期、中胚葉期、骨芽細胞期の遺伝子変化 
2i培養法にて維持されているマウス ES細胞の誘導開始前 (多能性期、Day 0)、
30 μM CHIR 及び 5 μM Cyc にて 5 日間誘導した群 (中胚葉期、Day 5)、その
後 1 μM SAG 及び 1 μM TH にて 14 日間誘導した群 (骨芽細胞期、Day 19)、
その後誘導因子なしで 4 日間培養した群 (成熟骨芽細胞期、Day 23)、in vitro
培養環境における初代骨芽細胞 (Ob)及び in vitro 培養を介さず採取した初代
骨芽細胞 (F-Ob) における各マーカーの相対的遺伝子発現量の比較を示す。
n=8、mean±S.E.M. *P < 0.05 vs. day 0; **P < 0.01 vs. day 0; ***P < 0.001 vs. day 0; 
N.S., non-significant vs. day 0. 
(a) 多能性マーカーの相対的遺伝子発現量 
(b) 中胚葉・外胚葉・内胚葉マーカーの相対的遺伝子発現量。Sox1, Sox17, Gata4
に関しては、枠内に相対的遺伝子発現量の上限を低く設定した図を表示。 
(c) 骨芽細胞マーカーの相対的遺伝子発現量と in vitro 培養環境における初代
骨芽細胞における骨芽細胞マーカーの相対的遺伝子発現量との比較 
(d) 骨芽細胞マーカーの相対的遺伝子発現量と in vitro 培養を介さず採取した
初代骨芽細胞における骨芽細胞マーカーの相対的遺伝子発現量との比較 
(e) 低分子化合物を用いた成熟骨芽細胞分化誘導法の略図、各ステージにおけ
る位相差像 (Day0、5、19 及び 23)及び 2.3kb Col1a1-GFP の発現を示す GFP
蛍光像 (Day 19 及び Day 23)。Bar, 100 μm 
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図 7：従来の骨芽細胞誘導法との比較 
Kawaguchi らが過去に報告した誘導法 (Conv.)と、今回の誘導法 (Pres.)の内胚
葉マーカー (Sox17 及び Gata4)及び骨芽細胞マーカー (Runx2、Sp7、Col1a1、
Ibsp、Bglap)の相対的遺伝子発現の比較。n=8、mean±S.E.M. *P < 0.05 vs. Conv.; 
**P < 0.01 vs. Conv. 
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図 8：誘導期間内の遺伝子変化の挙動 
多能性期 (Day 0)、中胚葉誘導期 (Day 5)、骨芽細胞誘導期 (Day 9、12、16、
19、23)における多能性マーカー (Nanog)、中胚葉マーカー (T)、骨格系前駆
細胞マーカー (Dermo1)、骨芽細胞マーカー (Runx2、Sp7、Col1a1、Ibsp、Bglap)
の相対的遺伝子変化の挙動。n=3、mean±S.E.M. 
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図 9：細胞免疫染色を用いたタンパクの発現 
(a) 2.3kb Col1a1-GFP マウス ES 細胞に対し 19 日間骨芽細胞分化誘導を行い、
RUNX2、SP7 及び GFP の細胞免疫染色を行った。Bar、100 μm。示している
像は全て疑似カラーで表示。 
(b) 2.3kb Col1a1-GFPマウス ES細胞に対し 19日間骨芽細胞分化誘導を行った
際の RUNX2、SP7 及び 2.3kb Col1a1-GFP 陽性細胞の細胞塊における割合。
DAPI陽性の細胞数を全細胞数とし、各マーカー陽性細胞の割合を算出。n=3、
mean±S.E.M. 
(c) Day 0 及び Day 19 における OCT4、NANOG 及び SOX2 の発現及び Day 19
における RUNX2 の発現。Bar、100 μm。示している像は全て疑似カラーで表
示。 
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図10
Day 5 Day 19 Day 23
a
b
Day 5 Day 19 Day 23
 
図 10：von Kossa 染色及び Alizarin red 染色を用いた石灰化の評価 
(a) 中胚葉期 (Day 5)、骨芽細胞誘導期 (Day 19 及び 23)における von Kossa
染色による石灰化 
(b) 中胚葉期 (Day 5)、骨芽細胞誘導期 (Day 19 及び 23)における Alizarin red
染色による石灰化 
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図 11：Runx2-/- マウス ES細胞を用いた検証 
(a) 野生型 (Runx2+/+)及び Runx2-/- マウス ES 細胞において本誘導法を用いた
場合の Day 0、Day 5、Day 19、Day 23 (Bglap のみ)における中胚葉マーカー (T)
及び骨芽細胞マーカー (Sp7、Ibsp及びBglap)の相対的遺伝子発現の比較。n=8、
*P < 0.05 vs. day 0; **P < 0.01 vs. day 0; N.S., non-significant vs. day 0. Runx2
-/-
 
マウス ES 細胞における Ibsp の発現に関しては、枠内に相対的遺伝子発現量
の上限を低く設定した図を表示。 
(b) Runx2
-/-
 マウス ES 細胞における中胚葉期 (Day 5)、骨芽細胞誘導期 (Day 
19 及び 23)における Alizarin red 染色による石灰化の評価 
(c) 野生型 (Runx2+/+)及び Runx2-/- マウス ES 細胞間の石灰化の程度の比較
n=6、mean±S.E.M. ***p<0.001 
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第 3 章 マウス iPS 細胞を用いた骨芽細胞誘導法の検証 
背景と目的 
 マウス iPS 細胞はマウス ES 細胞同様に、分化万能性を持つ細胞である。そこ
で本章では、マウス iPS 細胞においても、今回開発した骨芽細胞誘導法が有効で
あるかを検証することを目的とした。その際、マウス ES 細胞及びマウス iPS 細
胞間でどちらが優位に石灰化を誘導するかについても評価した。 
 
3-1 材料と方法 
3-1-1 細胞培養 
 マウス iPS 細胞は、 Green マウス 33 より採取した線維芽細胞に
pMxs-mOct4-mSox2-mKlf4を導入して作製された (東京大学医科学研究所の正木
英樹博士より供与)34,35。マウス iPS 細胞は、フィーダー細胞 (マウス胎児線維芽
細胞)上で、抗生剤、15% FBS (Sigma-Aldrich)、2 mM L-Glutamine (Gibco)、 1% 
NEAA (Gibco)、 0.1 mM β-mercaptoethanol (Gibco)及び 103 U/mL LIF (Millipore)を
含む DMEM 中にて 37℃ 5% CO2 で未分化性を維持して継代培養し、1-1-1A に
示す 2i 培養法に馴化した 36。 
 
3-1-2 Real-time PCR 
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 1-1-2 で記載した方法と同様に行った。 
 
3-1-3 細胞免疫染色 
 2-1-3 で記載した方法と同様にサンプルを取得した。RUNX2、SP7 及び GFP
の同時染色には 2-1-3 で記載した方法と同様に、rabbit IgG Labeling Kit Zenon®を
用い、発色には rabbit anti-RUNX2 (Santa Cruz Biotechnology, 1:50)を 4 ℃で一晩反
応させたのち、2 次抗体 (Anti-rabbit (IgG) Alexa Fluor 546 (Invitrogen, 1:500))を室
温で 1 時間反応させた。その後、GFP の免疫染色には、rabbit IgG Labeling Kit 
Zenon® Alexa Fluor® 488 (Invitrogen, Z25302) を用い、SP7 の免疫染色には、rabbit 
IgG Labeling Kit Zenon® Alexa Fluor® 647 (Invitrogen, Z25308)を用い、DAPIにて核
染色を行った。画像の取得及び解析には、 BIOZERO-9000 (KEYENCE) 及び BZ 
Analyzer Software (KEYENCE)を用いた。 
 
3-1-4  Alizarin red 染色 
 2-1-4 で記載した方法と同様に行った。 
 
3-1-5 統計学的解析 
 1-1-3 で記載した方法と同様に行った。  
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3-2 結果 
3-2-1 誘導方法及び各ステージにおける遺伝子変化の検証 
 本誘導法がマウス ES細胞だけでなくマウス iPS細胞においても応用可能かを
2i 培養法に馴化したマウス iPS 細胞を用い検証した。 
 誘導のストラテジー及び位相差コントラスト像による各ステージの細胞形態
を示す (図12a)。マウスES細胞同様、マウス iPS細胞においても誘導開始前 (Day 
0)には、2i 培養法に特徴的な小さいコロニーを示し、CHIR 及び Cyc により 5 日
間誘導した場合 (Day 5)、円形の辺縁粗なコロニーを示す。中胚葉誘導後、SAG
及び TH を同時曝露し、14 日間培養した場合 (Day 19)、その後 4 日間誘導因子
を除き培養した場合 (Day 23)において、マウス ES 細胞同様、巨大化したコロニ
ーの存在を認めた。 
 各ステージにおける遺伝子発現変化を調べた。多能性マーカー遺伝子である
Nanog は、Day 0 で最も高く、分化誘導が進むにつれ減少する。また、中胚葉マ
ーカー遺伝子である T 及び Mixl1 は、Day 0 では発現が低く、中胚葉期である
Day 5 で有意に上昇し、Day 19 では発現が減少する。Day 19 までに、骨芽細胞
分化マーカー遺伝子である Runx2、Sp7、Col1a1 及び Ibsp は、Day 0 と比較して
有意な遺伝子上昇を認めた。成熟骨芽細胞のマーカー遺伝子である Bglap は、マ
ウス ES 細胞と同様に、Day 19 までに上昇を認めず、その後 4 日間誘導因子を除
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いた環境で培養した場合 (Day 23)に発現上昇を認めた (図 12b)。遺伝子発現の
結果から、マウス iPS 細胞においても骨芽細胞は誘導されることが示唆された。
さらに、遺伝子変化のパターンは、マウス ES 細胞の遺伝子変化のパターンと類
似した。  
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3-2-2 細胞免疫染色を用いた骨芽細胞関連タンパクの発現の検証 
 骨芽細胞マーカーである RUNX2 及び SP7 のタンパクの発現を用い細胞免疫
染色にて調べたところ、誘導 23 日目において、細胞塊の中に骨芽細胞マーカー
である RUNX2 及び SP7 の発現を認めた。RUNX2 及び SP7 の発現は CAG-GFP
と共発現しており、誘導された細胞はマウス iPS 細胞由来であり、その細胞は骨
芽細胞マーカーを強く発現していることが示唆された (図 13)。 
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3-2-3 Alizarin red 染色を用いたた石灰化の検証 
 CAG-GFP マウス iPS 細胞を用い、誘導 5日目 (Day 5)、誘導 19 日目 (Day 19)、
誘導 23 日目 (Day 23)での石灰化を Alizarin red 染色を用い評価したところ、Day 
19、Day 23 において、一様に石灰化した細胞塊を認めた (図 14a)。 
 さらに、同じ多能性維持法及び骨芽細胞誘導方法を用いた際に、マウス ES 細
胞とマウス iPS 細胞の間で石灰化能に違いがあるかどうかを比較したところ、
Day 19 においては、両者において石灰化能に差は認められなかったものの、Day 
23 においては、マウス ES 細胞の方がマウス iPS 細胞に比べ、有意に石灰化した 
(図 14b)。つまり、マウス ES 細胞の方が石灰化の効率が高い可能性が示唆され
た。  
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3-3 小括 
本方法は、マウス ES 細胞のみならずマウス iPS 細胞においても、低分子化合
物のみを用いて、無血清培地下で段階的に骨芽細胞を誘導することができる。
さらに、マウス iPS 細胞と比較しマウス ES 細胞の石灰化能の優位性が示唆され
た。 
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図 12：マウス iPS 細胞における誘導方法及び各ステージにおける遺伝子変
化 
(a) 低分子化合物を用いた誘導法の略図及び各ステージにおける位相差像。 
Bar, 100 μm 
(b) 2i 培養法にて維持されているマウス iPS 細胞の誘導開始前 (多能性期、
Day 0)、30 μM CHIR 及び 5 μM Cyc にて 5 日間誘導した群 (中胚葉期、Day 5)、
その後 1 μM SAG 及び 1 μM TH にて 14 日間誘導した群 (骨芽細胞期、Day 
19)、その後誘導因子なしで 4 日間培養した群 (成熟骨芽細胞期、Day 23)に
おける各マーカーの相対的遺伝子発現量の比較を示す。n=6、mean±S.E.M. *P 
< 0.05 vs. day 0; **P < 0.01 vs. day 0; ***P < 0.001 vs. day 0. 
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図13
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図 13：細胞免疫染色によるタンパクの発現 
CAG-GFP マウス iPS 細胞に対し 23 日間骨芽細胞分化誘導を行い、RUNX2、
SP7 及び GFP の細胞免疫染色を行った。Bar、100 μm。示している像は全て
疑似カラーで表示。 
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図 10：マウス iPS細胞における細胞塊の石灰化の評価 
(a) 中胚葉期 (Day 5)、骨芽細胞誘導期 (Day 19 及び 23)における Alizarin red
染色による石灰化 
(b)マウス ES 細胞及びマウス iPS 細胞間の石灰化の程度の比較。n=6、mean
±S.E.M. ***P < 0.001 vs. day 5; N.S., non-significant; †P < 0.05. 
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第 4 章 ヒト iPS 細胞を用いた骨芽細胞誘導法の検証 
背景と目的 
 ヒト iPS 細胞からの骨芽細胞誘導法を確立することは、骨関連疾患の病態解明
及び骨の再生医療の進歩への足掛かりとなる。これまでに、ヒト iPS 細胞から無
血清培地と低分子化合物のみを誘導剤として用いた骨芽細胞誘導法は、渉猟し
うる限り報告がない。そこで本章では、本方法が、ヒト iPS 細胞においても有効
であるか検証することを目的とした。 
 
4-1 材料と方法 
4-1-1 細胞培養 
 ヒト iPS 細胞は、東京大学医科学研究所の正木英樹博士より、新生児皮膚繊維
芽細胞 (Lonza)から、2A sequence を結合させた human OCT4、 KLF4 及び SOX2 
pMXsベクター (pMXs-hOKS)及び human MYC pMXsベクター(pMXs-hMYC)の導
入により作成されたヒト iPS 細胞をご供与いただいた。ヒト iPS 細胞は、マイト
マイシン C 処理したフィーダー細胞上で、抗生剤、20% knockout serum 
replacement (KSR; Gibco)、2 mM Glutamax (Gibco)、1% NEAA (Gibco)、0.1 mM 
β-mercaptoethanol (Gibco)及び 5 ng/ml bFGF (Gibco)を含む DMEM/F12 (Gibco)中
にて、37°C 5% CO2 で未分化性を維持して継代培養した。継代には、20% KSR
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及び 1 mM CaCl2 を含む 0.25% trypsin (Invitrogen)を用いた。Matrigel (BD 
Biosciences)コートしたディッシュに細胞塊を播種し、10 μM ROCK inhibitor 
(Y-27632; Calbiochem)を添加した mTeSR1 medium (STEMCELL Technologies)にて
5 日間培養し、細胞密度が 50-70%になった後に 2-1-1 で記した方法に従い誘導を
開始した。 
. 
4-1-2 Real-time PCR 
 内在性コントロールとして GAPDH 遺伝子を用い、その他は 1-1-2 で記載した
方法と同様に行った。解析に使用したプライマーの配列を表 2 に示す。 
 
4-1-3 細胞免疫染色 
 2-1-3 で記載した方法と同様にサンプルを取得した。RUNX2 及び SP7 の同時
染色には、mouse anti-RUNX2 (Abcam, 1:200)及び rabbit anti-SP7 (Abcam, 1:500)を
4 ℃で一晩反応させたのち、2 次抗体 anti-rabbit IgG (H+L) Alexa Fluor® 488 及び
anti-mouse IgG (H+L) Alexa Fluor 546 (Invitrogen, 1:500))を室温で 1時間反応させ、
洗浄した後、同様に DAPI にて核染色を行った。画像の取得及び解析には、 
BIOZERO-9000 (KEYENCE) 及び BZ Analyzer Software (KEYENCE)を用いた。 
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4-1-4  Alizarin red 染色 
 2-1-4 で記載した方法と同様に行った。 
 
4-1-5 統計学的解析 
 1-1-3 で記載した方法と同様に行った。 
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表 2 本研究で使用したプライマーの配列 (RT-PCR, ヒト用) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Gene Primer sequences (forward and reverse, 5'-3') 
GAPDH 
GAAGGTGAAGGTCGGAGTCA 
GAAGATGGTGATGGGATTTC 
NANOG 
AACTGGCCGAAGAATAGCAA 
TGCACCAGGTCTGAGTGTTC 
T 
CAGTCAGTACCCCAGCCTGT 
ACTGGCTGTCCACGATGTCT 
MIXL1 
GGATCCAGGTATGGTTCCAG 
GGGCAGGCAGTTCACATCTA 
RUNX2 
CAGACCAGCAGCACTCCATA 
CAGCGTCAACACCATCATTC 
SP7 
AAGCTGATCTGGTGGTGCAT 
GACTCCACAAAGGGCATGAT 
COL1A1 
GTGCTAAAGGTGCCAATGGT 
CTCCTCGCTTTCCTTCCTCT 
IBSP 
TTCATTGAATGGTTTGAGGTTG 
AGTGTTGCATAGGTAGTGCGATT 
BGLAP 
GGCAGCGAGGTAGTGAAGAG 
AGCAGAGCGACACCCTAGAC 
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4-2 結果 
4-2-1 誘導方法及び各ステージにおける遺伝子変化の検証 
 ヒト iPS 細胞を用いた骨再生療法を目指し、本誘導法がヒト iPS 細胞に応用で
きるかどうかを調べた。マウス多能性細胞で用いていた 2i 培養法は、ヒト多能
性細胞の多能性を維持せず、外胚葉分化を誘導するという報告が存在する 26。そ
のため、2i 培養法に代わって、これまでに多能性維持に有効と報告されている
mTeSR1 培地及び ROCK インヒビターを用いた維持培養法を用い、足場として
Matrigel®を用いた 37,38。誘導のストラテジー及び各ステージにおける細胞の形
態を位相差コントラスト像で示す (図 15a)。同維持法で 5 日間培養したヒト iPS
細胞は、マウス多能性幹細胞と異なり、Day 0 において扁平なコロニーを示す。
中胚葉誘導期間中、大半のコロニーは分解し、Day 5 において小さいコロニーを
形成する。骨芽細胞分化誘導期では、細胞の増殖を認め、巨大なコロニーを形
成する。 
 各ステージにおける遺伝子発現変化を調べた。多能性マーカー遺伝子である
NANOG は、Day 0 で高く、分化誘導が進むにつれ減少する。また、中胚葉マー
カー遺伝子である T 及び MIXL1 は、Day 0 では発現が低く、中胚葉期である Day 
5 で有意に上昇し、Day 19 では発現が減少する。骨芽細胞関連転写因子である
RUNX2 及び SP7 は共に、中胚葉誘導期から上昇し、Day 23 まで遺伝子発現は維
持される、骨芽細胞基質関連因子である IBSP 及び COL1A1 は、Day 19 もしく
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は Day 23 までに、有意な上昇を認めた (図 15b)。遺伝子発現の結果から、ヒト
iPS 細胞においては、RUNX2 や SP7 に代表される骨芽細胞関連転写因子の遺伝
子変化の挙動はマウス ES 細胞及びマウス iPS 細胞と異なるものの、本方法によ
って骨芽細胞への分化が進んでいることが示唆された。  
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4-2-2 細胞免疫染色を用いた骨芽細胞関連タンパクの発現の検証 
 ヒト iPS 細胞を用い、骨芽細胞分化誘導を行った後、骨芽細胞マーカーである
RUNX2 及び SP7 のタンパクの発現を細胞免疫染色にて調べた。誘導 23 日目に
おいて、細胞塊に骨芽細胞マーカーである RUNX2 及び SP7 の発現を認めた。
RUNX2 は、細胞塊に一様に発現を認めるものの、同じく骨芽細胞マーカーであ
る SP7 は、細胞塊の辺縁にのみ発現を認め、RUNX2 と共発現した (図 16)。  
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4-2-3 Alizarin red 染色を用いたた石灰化の検証 
 ヒト iPS 細胞を用い、誘導 5 日目 (Day 5)、誘導 19 日目 (Day 19)、誘導 23 日
目 (Day 23)での石灰化を Alizarin red 染色を用い評価した。Day 19 から Alizarin 
red 陽性の石灰化した細胞塊をいくつか認め、Day 23 において、一様に石灰化し
た細胞塊を認めた (図 17a)。 
 石灰化の定量においては誘導期間に応じた有意な石灰化を認めたものの (図
17b)、マウス ES 細胞、マウス iPS 細胞と比べると低い石灰化能を示し、石灰化
誘導に関しては改善の余地を認める結果となった。  
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4-3 小括 
 本方法は、ヒト iPS 細胞においても、骨芽細胞を低分子化合物と無血清培地、
無フィーダー環境下で段階的に誘導することができるものの、骨芽細胞マーカ
ーの発現及び石灰化能に関してはさらなる改善が必要である。 
  
69 
 
  
図15
NANOG T MIXL1
RUNX2 SP7 COL1A1 IBSP
0
0.5
1
1.5
0
25
50
0
5
10
15
0
2
4
6
0
20
40
0
1
2
0
20
40
b
*
0 5 19 23 0 5 19 23
**
*
** **
**
**
0 5 19 23
0 5 19 23 0 5 19 23 0 5 19 23 0 5 19 23
***
**
**
(x102)
Day Day Day Day
中胚葉多能性
成熟
骨芽細胞
Day 0 Day 5 Day 23
30 μM CHIR
5 μM Cyc
1 μM SAG
1 μM TH
No
inducer
Y-27632
mTeSR1 
media
14 days 4 days
a
骨芽細胞
5 days
Day 19
R
e
la
ti
v
e
 m
R
N
A
 
e
x
p
re
s
s
io
n
R
e
la
ti
v
e
 m
R
N
A
 
e
x
p
re
s
s
io
n
 
図 15：ヒト iPS細胞における誘導方法及び各ステージにおける遺伝子変化 
(a) 低分子化合物を用いた誘導法の略図及び各ステージにおける位相差像。 
Bar, 100 μm 
(b) 5日間mTeSR培地及びY-27632にて維持されているヒト iPS細胞の誘導開
始前 (多能性期、Day 0)、30 μM CHIR及び 5 μM Cycにて 5日間誘導した群 (中
胚葉期、Day 5)、その後 1 μM SAG 及び 1 μM TH にて 14 日間誘導した群 (骨
芽細胞期、Day 19)、その後誘導因子なしで 4 日間培養した群 (成熟骨芽細胞
期、Day 23)における各マーカーの相対的遺伝子発現量の比較を示す。n=6、
mean±S.E.M. *P < 0.05 vs. day 0; **P < 0.01 vs. day 0. 
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図16
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図 16：細胞免疫染色によるタンパクの発現 
ヒト iPS 細胞に対し 23 日間骨芽細胞分化誘導を行い、RUNX2 及び SP7 の細
胞免疫染色を行った。Bar、100 μm。示している像は全て疑似カラーで表示。 
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図 17：ヒト iPS細胞における細胞塊の石灰化の評価 
(a) 中胚葉期 (Day 5)、骨芽細胞誘導期 (Day 19 及び 23)における Alizarin red
染色による石灰化 
(b)ヒト iPS 細胞間の石灰化の定量。n=6、mean±S.E.M. **P < 0.01 vs. day 5. 
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考察 
1. 本法の新規性と利点 
 本研究で開発したマウス ES 細胞、マウス iPS 細胞及びヒト iPS 細胞の骨芽細
胞誘導に用いる材料及び誘導法の略図を図 18 に示し、本法の新規性と利点及び
その根拠を以下に列挙する。 
① 低分子化合物のみを誘導因子として用いた誘導法 
 タンパクを用いた誘導法に比べ低コスト 
 タンパクを用いた誘導法に比べ安定的 
 骨芽細胞誘導に必要なベクターの作成などが不要 
② 無フィーダー、無血清の培養環境。 
 マウス ES 細胞及びマウス iPS 細胞における誘導に関しては、既知の成
分のみを使用 
 ヒト iPS 細胞に関しては、未知の成分を限りなく取り除いた方法 
③ マウス ES 細胞、マウス iPS 細胞及びヒト iPS 細胞に応用可能な誘導法 
 マウス ES 細胞に関しては、過去の報告にある骨芽細胞誘導法より効率
的な分化誘導が可能 
 マウス ES 細胞を本誘導法にて誘導した場合、骨芽細胞関連転写因子の
遺伝子発現レベルは、in vivo から採取した骨芽細胞の発現レベルと同等 
73 
 
④ 生理的な骨芽細胞の分化を一部模倣した誘導法 
 遺伝子改変多能性幹細胞と組み合わせることで骨発生学研究の新たな
ツールとなる可能性 
 本研究の知見から、本誘導法が骨の発生学、骨関連疾患の病態解明及び治療、
さらには骨の再生医療の進歩への足掛かりとなる可能性が示唆された。 
 
2. 本法のさらなる改善に向けて 
1.で示した新規性・利点・今後の可能性の一方で、このコンセプトをさらに改
善するためには、いくつかの検討が必要であると考えている。以下に順を追っ
て説明する。 
① 使用した 4 つの化合物のうち、TH の標的分子は解明されておらず、これを
解明する必要がある。 
 Ohba らが、TH が BMP や Runx2 の濃度依存性に骨芽細胞前駆細胞の成熟を促
進する TH の効果を発見しているものの 20、TH の直接的な標的分子は未だ同定
されていない。TH 結合タンパク質を同定するため、現在、ナノ磁性ビーズ結合
型 TH を用いた TH と相互作用するタンパク質のアフィニティ精製と、液体クロ
マトグラフィー質量分析計 (LC/MS/MS)を用いた精製物の解析を行っている。こ
のアプローチは、サリドマイドの標的分子の同定を通じ、新たな四肢形成関連
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分子としてセレブロンを同定した研究に支持されており、科学的に妥当な方法
である 39。標的分子の候補が同定された場合は、その妥当性を検証するため、候
補分子の精製タンパク質と TH との結合を確認する予定である。さらに、候補因
子の siRNA を用いた機能喪失実験、遺伝子発現系を用いた機能獲得実験を行い、
TH の骨分化促進作用を解明する必要がある。 
 
② ヒト iPS 細胞における骨芽細胞分化誘導効率の改善 
 マウス ES 細胞及びマウス iPS 細胞に用いた条件は、全て既知の成分で構成さ
れる培養環境であるが、ヒト iPS 細胞においては未知の成分を含む Matrigel®を
用いた。これは、誘導期間中のヒト iPS 細胞の生着率及び生存率が改善するため
である。Matrigel®は、EHS マウス肉腫細胞由来の基底膜マトリックスであり、
いくつかの増殖因子を含むタンパクが同定されているものの、全ての構成成分
の同定までは至っていない 40。Matrigel®に含まれる増殖因子が骨芽細胞の分化
を制御している可能性も考えられるため、今後増殖因子を含まない既知の成分
で構成された足場材料を用いた誘導法を確立する必要がある。 
 さらに、マウス多能性幹細胞の維持培養法である 2i 培養法は、4-2-1 の項で述
べたように、ヒト多能性幹細胞の維持培養に応用できない。今回用いた mTeSR1
培地を用いた多能性の維持の方法は、一般的に用いられている手法であるもの
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の、不均一な細胞集団であることが一細胞解析によって明らかとなっている 41。
近年、Gafni 及び Chan らによってヒト ES 細胞及びヒト iPS 細胞を用いた基底状
態での多能性維持の方法が報告されている 42,43。しかし、ヒト多能性幹細胞の多
能性維持の方法に関しては一定の見解が得られておらず、未だ議論の分かれる
ところである。マウス ES 細胞やマウス iPS 細胞の間では、骨芽細胞分化におけ
る遺伝子発現の挙動は類似していたが、ヒト iPS 細胞とは異なっていた。このこ
とは、遺伝子発現挙動には、多能性幹細胞の種類ではなく、維持の方法が影響
を与えている可能性を示唆している。ヒト多能性幹細胞の基底状態での多能性
維持の方法の動向を今後も追いながら、より良い多能性維持法を選択すること
で、骨芽細胞への誘導効率の改善が認められる可能性があると考えている。 
 さらに、今回の誘導法では、これまでのマウス遺伝学や in vitro の報告に基づ
いて、Hh シグナルを利用した骨芽細胞誘導を行った。しかし、ヒト間葉系幹細
胞においてHhシグナルは骨芽細胞分化を負に制御するという報告も存在する 44。
つまり、ヒトにおける骨芽細胞の発生・分化における Hh シグナルの寄与機構は
マウスのそれと異なる可能性が考えられる。したがって、ヒト多能性幹細胞の
骨芽細胞分化に関しては、骨芽細胞分化に用いるシグナルの最適化を行う必要
がある。遺伝子改変マウスを用いた研究から、これまでに様々なシグナルの骨
形成、骨代謝における寄与が報告されている。Long らによる代表的な骨形成性
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シグナルとその機能に関する報告では、Wnt シグナル及び BMP シグナルは、
Runx2 陽性細胞から Sp7 陽性細胞への分化を誘導し、FGF シグナルは骨芽細胞の
増殖や分化に関与するとされている 45。これらのシグナルを段階的かつ適切な時
期に用いることで、ヒト多能性幹細胞の骨芽細胞分化効率が改善される可能性
がある。 
 
③ 今回誘導された細胞が生体内で骨芽細胞として機能を果たすかの検討 
 今回の誘導法はそれぞれの細胞において、骨芽細胞マーカーの発現、石灰化
の発現を in vitro において認めているが、生体内で骨芽細胞として機能するかど
うかに関しての検証を行うまでに至っていない。骨芽細胞特異的に GFP の蛍光
発現が認められる 2.3kb Col1a1-GFP マウス ES 細胞を用い、GFP 発現細胞を単離
し、生体吸収性を持つ足場材料に内包し、マウス頭蓋冠欠損モデルを用いて、
細胞移植を行い、同所性骨治癒がなされるかを観察することを検討している。 
 
3. 本法の今後の応用について 
 先述したように、多能性幹細胞は、組織分化・発生研究、希少疾患の病態解
明及び治療、幹細胞を用いた再生医療において有望なツールとなる。本誘導法
の開発によってどのような研究に応用できるか、3 点列挙し考察する。 
77 
 
① 骨発生学研究の新たなツールとしての応用 
 骨芽細胞分化初期マーカー発現前後は細胞の単離が困難であり、生体から目
的の細胞を採取することは難しい。このような技術的制約から、新規制御因子
の探索や転写ネットワークの解析が困難であった。Paige らは最近、生体からの
採取が困難な細胞集団に対して、多能性幹細胞を用いた組織誘導法とクロマチ
ン免疫沈降 (ChIP)と次世代シーケンサーによるエピゲノム解析 (ChIP-seq)を組
み合わせたアプローチを報告している。Paige らは、ヒト ES 細胞より心筋細胞
を誘導し、心筋分化過程におけるヒストン修飾の変化を ChIP-seq にて追跡する
ことにより、心筋分化に関わる新規制御因子を同定している 46。さらに、Peterson
らは、マウス ES 細胞を用いた神経管誘導法と ChIP-seq を用い、転写因子である
Gli1 と Sox2 の神経特異的な新規結合領域を同定し、神経管分化における Hh シ
グナルと Sox2 の遺伝子相互ネットワークを示している 47。このように、ChIP-seq
と本骨芽細胞誘導法を組み合わせることで、骨芽細胞分化に関与する新規の制
御因子の同定や骨芽細胞分化における転写ネットワークの理解が進む可能性が
ある。 
 
② 骨関連疾患の病態解明及び治療への応用 
 希少疾患患者から作成したヒト iPS 細胞から目的組織を誘導して病態解明の
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ツールとする試みや、新規治療薬を同定する試みが広くおこなわれている。近
年 Yamashita らは、軟骨形成不全患者由来の線維芽細胞から作成したヒト iPS 細
胞から誘導した軟骨細胞を用いて薬剤のスクリーニングを行い、軟骨形成不全
患者に対する新規治療薬の候補を報告している 48。骨代謝の異常により引き起こ
される疾患として、骨粗鬆症、骨軟化症・くる病、Paget 病、骨形成不全症、大
理石骨病、McCune-Albright 症候群などが知られている。本誘導法の開発によっ
て治療薬が見出される可能性の高い疾患として、進行性骨化性線維異形成症 
(Fibrodysplasia Ossificans Progressiva; FOP)や進行性骨異形成 (Osseous 
heteroplasia progressive; POH)が知られている。これまでに、FOP 患者由来のヒト
iPS 細胞が樹立され、健常者の細胞と比べて FOP 患者由来の細胞の方が、骨化
が促進しているという報告がなされている 49。本誘導法とこれら患者由来の iPS
細胞を組み合わせることにより、FOP に有効な薬剤のスクリーニングが有利に
なる可能性を秘めている。さらに、近年 TAL エフェクターヌクレアーゼ 
(TALEN)や CRISPR/Cas9 システムを用いたゲノム編集技術を用いた疾患モデル
細胞作製法が報告されており、患者から細胞を採取することなく、疾患モデル
細胞を作成することが可能になっている 50-52。ゲノム編集技術による疾患モデル
は、同じ遺伝的背景を持つ非遺伝子改変株と遺伝子改変株との比較が可能であ
ることから、より特異性の高い治療法が開発される可能性がある。本誘導法と
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ゲノム編集技術による疾患モデルの作製により、そのほかの骨系統疾患の病態
解明及び新規治療薬が同定される可能性が広がると考えられる。 
 
③ ヒト iPS 細胞を用いた骨再生医療の臨床応用及び課題 
 ヒト iPS 細胞の臨床応用を考えた場合、効率的な誘導法を用いるだけでなく、
癌化の抑制及び奇形腫の抑制を考慮しなければならない。癌化は、レトロウイ
ルスやレンチウイルスベクターによる遺伝子導入の際に、染色体にランダムに
挿入され、その際に遺伝子の変異が起こることが原因の一つであると報告され
ている 53。これを解決するために、外来遺伝子のゲノムへの組み込みを起こさな
いベクターであるセンダイウイルスやエピソーマルベクターなどを用い、多能
性の獲得を行う試みが報告されている 54,55。これらのベクターは、ホストゲノム
への挿入を起こさないため、外来遺伝子の挿入により起こる癌化の問題は一部
解決するものと考えられる。さらに、奇形腫の抑制に関しては、目的としない
未分化細胞などの細胞を除去すること、及び目的とする細胞の選択をする必要
がある。前者に対しては、未分化細胞特異的な細胞表面マーカーである TRA-1-60
などを標識し除去する。後者に対しては、骨芽細胞を特異的に採取する必要が
ある。そのためには、2.3kb Col1a1-GFP マウス ES 細胞のように、骨芽細胞特異
的に GFP を発現する細胞を作成する必要がある。しかし、高等真核細胞ではゲ
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ノム DNA を含むターゲティングベクターを導入しても、相同組換えの頻度が非
常に低いため作成効率が悪い。これらを解決するために、ジンクフィンガーヌ
クレアーゼ (ZFN)、TALEN 及び CRISPR/Cas9 システムを用いたヒト多能性幹細
胞に対する効率的な遺伝子改変法が報告されている 56-58。このような技術を用い、
骨芽細胞特異的に GFP を発現する 2.3kb COL1A1-GFP ヒト iPS 細胞を作成し、
未分化な細胞の除去及び骨芽細胞を分離・採取することで、細胞治療に用いる
ことができる骨芽細胞特異的な細胞集団を得ることができる。 
 小規模の骨欠損には、現在、骨髄間葉系幹細胞の移植が用いられている。し
かし、一度に採取できる細胞の量に限度があり、大型の骨欠損や骨喪失症例に
は用いることが困難となる。このような症例に対して、ヒト iPS 細胞は適応とな
る可能性を秘めている。しかし、大型の骨欠損の場合、細胞だけでなく適切な
足場素材と組み合わせスペースを補填する必要がある。人工骨やアテロコラー
ゲンスポンジのような有形の足場材料と多能性幹細胞より誘導された骨芽細胞
を組み合わせることにより in vitro にて骨組織を再現し、人工的に作成された骨
を移植片として用いることが、大型骨欠損に対する骨再生戦略にとって有効で
はないかと考える。 
 今回開発した低分子化合物と無血清培地を用いた多能性幹細胞からの骨芽細
胞分化誘導法は、骨発生学・骨関連疾患の病態解明及び治療・骨再生医療のツ
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ールとして有望であると考えられるが、いくつかの課題は残されている。しか
し、本研究がこれらの研究を加速させる可能性は十分にあり、骨格組織の基礎
研究と応用研究の両方に貢献するものと考える。  
82 
 
  
図18
足場素材
Oct4+
Nanog+
Sox2+
多能性幹細胞
Day 0
T+
Mixl1+
中胚葉
Day 5
Runx2+
Osx+
Ibsp+
骨芽細胞
Day 19
Bglap+
成熟骨芽細胞
Day 23
マウスES細胞及びマウスiPS細胞を用いた低分子骨芽細胞誘導法
無血清、無フィーダーかつ既知の成分のみを用いた (Defined) 培養法
Gelatin
基本培地
2i culture media
β-GP、AsAp、Dex
誘導薬
CHIR
PD03
LIF
30 μM CHIR
5 μM Cyc
1 μM SAG
1 μM TH
なし
ヒトiPS細胞を用いた低分子骨芽細胞誘導法
無血清かつ無フィーダー培養法
足場素材
Matrigel®
基本培地
2i culture media
β-GP、AsAp、Dex
誘導薬
Y-27632 30 μM CHIR
5 μM Cyc
1 μM SAG
1 μM TH
なし
mTeSR™1
media
維持試薬
維持試薬
 
図 18：マウス ES細胞、マウス iPS細胞及びヒト iPS細胞の骨芽細胞誘導に
用いる材料及び誘導法の略図 
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